




Molekularna citogenetika igra pomembno vlogo v genetiki raka, pri diagnosti-
ki in ugotavljanju specifičnih kromosomskih sprememb. Je eno osnovnih
orodij v odkrivanju genov, pomembnih v patogenezi rakastih bolezni. V poznih
80. letih prejšnjega stoletja so se razvile številne tehnike, kĺ temeljijo na meto-
di fluorescenčne in situ hibridizacije (FlsH). Najpomembnejše med njimi so
interfazni FISH, večbarvni F|SH (M-FlsH, SKY) in primerjalna genomska hib-
ridizacija (PGH). V zadnjem času pa se uveljavlja tehnologija mikromreŽ' Digi-
talna kariotipizacija, PGH na mikromreŽah in tehnika oligonukleotidĺnih
mikromreŽ, so tehnike, ki so prevzele vodilno vlogo v raziskavah raka.
V Laboratoriju za medicinsko genetiko mariborske bolnišnice smo razvili vse
osnovne molekularno citogenetske metode, razen čip tehnologije. Molekular-
ne citogenetske tehnike uporabljamo pri diagnostĺki levkemij in limfomov ter
nekaterih solidnih tunrorjih. V tenr prispevku je prikazana uporaba FISH-a ,
interfaznega FlSH-a, večbarvnega FlSH-a in PHG pri posameznih primerih
levkemij. Razpravljamo tudi o pomnoŽitvah onkogena Her2 pri diagnostiki
raka dojke ter pogostejših kromosomskih preureditvah pri raku mehurja.
FISH - fluoľescenčna in situ hĺbľidizacija
Metode FISH na interfaznih jedrih so prinesle revolucionarno moŽnost v cito-
genetski diagnostĺki in predvsem v kliničnih aplikacijah. Tehnike temelj|jo na
edinstveni sposobnosti vezave enojne DNA verige - DNA sonde na komple-
mentarno tarčno mesto V genomu. Sondo vizualiziramo z direktnim označe-
vanjem s fluorokromi konjugiranimi na nukleotide ali indirektno z imunološkim
barvanjem molekul biotina oz digoxigenina vezanega na nukleotide. Tarčna
sekvenca je vidna tako v metafazi kot v interfazi celičnega ciklusa.
Poznamo tri vrste DNA sond, ki nudijo različ,ne aplikacije: centromerno speci_
fične, lokus specifične in kromosomsko specifične DNA sonde.
Visoka senzitivnost, speciÍičnost in hitrost F|SH preiskav omogoča klinično
uporabnost v citogenetiki in patologiji (1,2). Glavna omejitev metode je v
detekciji samo specifičnih strukturnih ali številčnih kromosomskih sprememb,
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ki pa se da preseči z drugimi tehnikami kot so M-FISH' SKY CGH in Array-
CGH.
Specĺfične kľomosomske pľeuľedĺtve in njihova vloga pľĺ
dĺagnostikĺ levkemĺj
Vloga kromosomskih sprememb v patologiji je bolj poznana pri hematoloških
malignih stanjih kot pri solidnih tumorjih. Tako uravnoteŽene kot neu-
ravnoteŽene kromosomske preureditve so opisane pri različnih malignih stan-
jih in igrajo specifično vlogo pri razvoju napredovanju bolezni. Predpostavlja
se, da imajo uravnoteŽene spremembe direktno vlogo v onkogenezi, medtem
ko so neuravnoteŽene spremembe bolj posledica sekundarnega napredovan-
ja tumorjev (3).
Posledica uravnoteŽenih kromosomskih sprememb so pogosto himerični
celični proteini' ki imajo ključno vlogo v malignem procesu. Njihova vloga je
lahko v stimulaciji celične rasti in tirozin kinazni aktivnosti, kot je v primeru
translokacije t(9;22) pri KML, zaradi BCR/ABL fuzije in translokacije t(8;21) pri
AML, zaradi AML1/ETo fuzije. Antiapoptotično deluje spremenjena aktivnost
BCL2 gena kot posledica t(1a;18) pri folikularnem B-celičnem limfomu. V
primeru translokacije t(1 5; 1 7) pa je spremenjeno delovanje PML in RARA pro-
teinov. PML se inaktivira in vodi v izgubo proapoptotične aktivnosti, spremen-
jeno delovanje receptorja za retinoično kislino pa blokira mieloidno diferen-
ciacijo (4,5,6).
Poleg translokacij so pomembne številčne spremembe, amplifikacije in dele-
cije, ki povzročajo preseŽke in primanjkljaje v genomu in so vzrok za nekon-
trolirano proliferacijo. Pri mielodisplastičnem sindromu (MDS)se pri50% bol-
nikov pojavljajo delecije 5q- ali primanjkljaji celotnih kromosomov 5 in 7 ter
dodatni kromosom 8. Spremembe so z izjemo 5q- vezane na slabo prognozo
(7). Pravtako je slab prognostičen znak delecija 17p pri B celični KLL, ki vodi v
agresivno obliko bolezni, medtem ko je delecija 13q relativno dober prognos-
tičen znak (8).
odkrivanje citogenetsko pomembnih klonov je ključno za spremljanje bolezni,
terapijo in ugotavljan,ie relapsa. FISH se uporablja za ugotavljanje uspešnosti
terapije pri spremljanju pojavljanja fuzijskih genov ABUBCR in PMURARA.
Uporabnost FlSH-a se kaŽe tudi pri drugih vrstah levkemij in limfomov. Tabela
1 prikazuje najpogostejše citogenetske spremembe' ki imajo diagnostično
vrednost pri hematoloških malignih stanjih.
Solĺdnĺ tumoľji
Vrednost citogenetske analize prl vrednotenju pojavljanja bolezni se je
pokazala tudi pri solidnih tumorjih.
Pri raku mehurja nam diagnostiko karcinoma tranzicijskih celic omogoča
določitev številčnih sprememb kromosomov 3,7 in 17 ter delecije gena p16
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Tabela 1. Najbolj pogosti in pomembni citogenetski markerji pri levkemijah in limfomih,
kjer je FISH metoda izbire za diagnostiko in sledenje bolezni.
na 9p21 kromosomu. FlSH analiza dalec presega pomen drugih testov, vključ-
no s citopatologijo (11).
V Laboratoriju za medicinsko genetiko SBM smo v letu 2005 pregledali 36 bol-
nikov, pri 6-tih smo naŠli številčne kromosomske spremembe, pri enem pa
delecije p16 genov.
Poznana je tudi tesna povezava med Her2lneu gensko amplifikacijo na kro-
mosomu 17q in slabo prognozo pri metastazirani obliki raka dojke. Her2/neu
amplifikacĺja se odlično odziva na specifično terapijo s trastuzumabom
(Herceptin), ki je hLrmano protitelo proti Her2 proteinskem receptorju. Bolnice
zdravljene z dodatno terapijo s Herceptinom kaŽejo dober odgovor in visoko
preŽivetje. Zato je zgodnje ugotavljanje Her2/neu amplifikacij bistveno pri
prognozi in zdravljenju bolezni. Prednost FlSH-a pred imunohistokemično
analizo (lCH) pa je v visoki specifičnosti in sepzitivnosti metode, saj po lCH
dobimo visok odstotek laŽno pozitivnih in tudi laŽno negativnih primerov. V
našem laboratoriju smo v letu 2005 testirali 64 lCH 2+ pozitivnih primerov in
potrdili Her2 amplifikacijo le pri 21łih.
M-FISH (Multicolouľ FISH)
Poleg klasicne F|SH tehnike so se razvile Številne druge metode, ki izhajĄo iz
F|SH-a in omogočajo dodatne aplikacije. M-FlSH uporablja tehniko označe-
vanja celotnih kromosomov. S kombinacijo 5 različnĺh barvil lahko doseŽemo
diÍerencialno označevanje vsakega kromosoma z drugo barvo in simultano
analizo vseh kromosomov. M-FISH se uporablja za analizo marker kromoso-
mov, derivativnih kromosomov in kompleksnih kariotipov. Omejitve tehnike so
v resoluciji subtilnih delecij in amplifikacij, nezmoŽnosti odkrivanja ĺntrakromo-
somskih inverzi) in insercij(13,14,15). Z M-FISH je bilo odkritih nekajdiagnos-
tično pomembnih preureditev, kot je t(5;1 1) pri 7% otroških AML (16). Resnič-
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t(9;22)(qs4;q 1 1 .2) BCR-ABL Kronična mieloična levkemija
Í(B;21)(q22;q22) AMLl/ETO AML z (B;21) (M2, M4-FAB)
inv(16)(p13q22)
t(1 6;1 6Xp1 3q22)
or CBFb/MYH.1 1 AML (M4Eo-FAB)
t(15:17)(q22:q12) PMURARa APL (M3.FAB)
11q23 rearrangements MLL AML z 1 1 q23 nepravilnostmi




or c-MYC Burkitt limfom
t(1 4;1 BXqs2;q21) BCL-2 FolĺkuIarni ĺimfom
t(1 1;14)(q13;q32) BCLI ,cycline D1 Limfom plaščnih celic
t(2;5Xp23;q35) ALK T-elični anaplastični limfom
na vrednost M-FISH-a je v analizi kompleksnih kariotipov, kot je primer
pacienta AL (Slika 1), ki smo ga analizirali v našem laboratoriju s pomočjo
Ochtachrome Multiprobe Device System (Cytocell), ki uporablja simultano
analizo vseh kromosomov s pomočjo kombinacije treh različno obarvanih kro-
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PGH - primeľjalna genomska hibľĺdizacija
MoŽnost primerjave patološkega DNA z normalno DNA na normalnih kromo-
somih je prelomnega pomena v molekularno-citogenetskih tehnikah. To nam
omogoča primerjalna genomska hibridizacija (1 7)' Princip' ki ga PGH uporabl-
ja je tudi osnova za najnovejše tehnike mikromreŽ (array-CGH).
PGH je robustna F|SH metoda, ki omogoča analizo celotnega genoma V Smis-
lu ugotavljanja preseŽkov in primanjkljajeV, Vendar Z omejeno resolucijo (2_10
Mb). Prednost metode pred ostalimi je v tem, da ne potrebujemo več deljivih
celic in slike patoloških kromosomov. Analiza Se dela na testn|h normalnih
kromosomih kamor hibridiziramo razlicno obarvano testno in referenčno DNA,
ki tekmujeta za vezna mesta' Razlika V barvi hibridizacije ter računalniŠka
analiza nam omogoči prikaz pomika v desno ali levo na krivulji vzdolŽ kromo-
soma in s tem ugotavljanje preseŽkov oZ' primanjkljajev V genomu' Področja
V genomu z visokim Številom amplifikacij so izhodiščna mesta za identifikaci-
jo genov, ki igrajo vlogo v patogenezi (18). Na sliki 2 prikazujemo primer
uporabe PGH v našem laboratoriju: analiza bolnika z dendritično levkemijo z
visoko amplifikacijo kromosoma 21 .
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na l Mbp intervala razdalie. Resolucijo lahko povecamo z visoko-resolucijski-
mi mikromreŽami' ki vsebujejo prekrivajoče se klone BAC-ov (20). Glavna
prednost PGH na mikromreŽah je v moŽnosti odkrivanja subtilnih sprememb
v celotnem genomu. Prvi rezultati pri analizi limfomov so pokazali kriptične
ampliÍikacijďŠtevilnih genov (BCL2, CCD1 , CCD2, JAK2, FG4MDM2'..) (21)
ali n.pr. pri AML tandemske duplikacije/amplifikacije MLL gena'
Zaključek
Maligni fenotip je rezultat vsaj šestih posamičnih sprememb v celici: neodvis-
nost'signalizaci1e' izguba apoptoze, odpornost do zaviralcev celične rasti,
ne.po'óbno.t proliferac1e, ohranjanje angiogeneze in zmoŽnost invazi1e oz.
metästaziranja (22). Sposobnost vpogleda nad celotnim biokemicnim doga-
janjem v maíignih celicah je ključnega pomena v izvajanju terapije. V tabeli 2
Tabela 2, Primerjava različnih citogenetskih tehnik
Primerj ava različnih citogenetskih tehnik









Matafazni FISH '1 -10Mb odkrivanje določenih DNA
sprememb.
Večja ločljivost kot klasična
citogenetika.
M-FISH 2-3 lvlb Najbolj senzitivna od vseh
metaÍaznih analiz.
ed celotnega genoma.
PGH 50kb- 10lvb Zelo visoka senzitivnost.









InterÍazni FlSH 50-1 00 kb Zelo visoka senzitivnost in
speciÍičnost'
Živa ce|ična ku|tura ni
potrebna.
MoŽna an|iza na eni celici.
















t-5 kb ZeIo natančna analiza
genoma..





in n.^^l^^ ^ił^^^_^r^l-:LJe pregleo clIogenetsKln tenniK' ki se irenutĺlĺr uporabljajo pri analizi raka ter
njihovih prednosti in pomankljivosti. opisane metode so pomemben del v pro-
cesu diagnostike in sledenja bolezni. So tudi osnova za analize v bodočnosti
pri kompleksnih študijah na ekspresijskih in proteomskih mikromreŽah.
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